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Es 核糖 体 失 活 蛋 白 ( RIPs ) fü HIV-1 活性 研究 已 有 十 几 年 的 历史 。RIPs 类 化 合 物 代 表 了 抗 HIV/AIDS 
产物 或 先导 化 合 物 发 展 的 一 个 重要 方向 。 本 文 从 介绍 RIPs 的 酶 活性 及 其 抗 HIV-1 活性 和 人手， 对 RIPs 抗 
id 1 的 可 能 机 制 ， Mi 与 RIPs 酶 活性 的 关系 、 诱 导 HIV-1 感染 细胞 的 凋 亡 及 相应 的 信号 转 导 、 诱 发 活性 氧 的 产 
生 ， 以 及 对 HIV-1 整合 酶 的 抑制 作用 等 几 个 方 TT Ee PUR IR, 并 对 RIPs 的 结构 修饰 和 抗 HIV-1 构 效 关系 
进行 了 综述 。 对 RIPs 类 化 合 物 在 抗 病毒 领域 进行 深入 而 系统 地 研究 ， 能 拓宽 其 在 抗 HIV/AIDS 临床 上 的 进一步 
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Abstract: The anti-HIV-1 research history of ribosome inactivating proteins (RIPs) can be traced back to MeGrath's 
work in 1989. They are important representatives, which guide further research, of natural anti-HIV products or leading 
compounds. The enzymatic activities and anti-HIV-1 actions of RIPs were introduced initially in this paper, followed by a 
detailed discussion about the potential anti-HIV-1 mechanisms. The discussion mainly focuses on the relationships with an- 
ti-HIV-1 enzymatic activities, induction of apoptosis of HIV-1 infected cells and responding cell signaling, the production 
of reactive oxygen species, the HIV-1 integrase inhibition effect. The anti-HIV-1 structure-functional relationship of RIPs 
and the structural modifications were also covered. Systemic and intensive studies of RIPs' antiviral actions will increase 
their possibility as clinical anti-HIV/AIDS agents. 
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人 免疫 缺陷 病毒 ( Human Immunodeficiency 重 威胁 着 人 类 的 健康 和 全 球 经 济 的 发 展 。 据 卫生 部 
Virus, HIV ) 是 导致 艾滋 病 ( Acquired Immunodefi- ” 统计， 截至 2005 年 底 ， 中 国有 HV 感染 者 约 65 万 
ciency Syndrome, AIDS) 的 病原 体 。 目 前 ，AIDS 严 A, 2004 年 因 艾 滋 病 死亡 的 人 数 约 2.5 万 ,一 年 中 
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新 感染 的 患者 有 7 万 人 。 如 不 采取 有 效 措 施 ， 我 国 
改革 开放 以 来 所 取得 的 成 果 将 付 诸 东 流 。 因 此 ,我 
国 应 该 加 强 HIV/AIDS 预防 、 诊 断 及 治疗 的 基础 和 
应 用 研究 。2006 年 2 月 国务 院 发 布 的 “国家 中 长 期 
科学 和 技术 发 展 规划 纲要 ”( 2006 一 2020 年 ) 已 将 
“艾滋 病 和 病毒 性 肝炎 等 重大 传染 病 防治 ”作为 16 
个 重大 专项 之 一 ， 明 确 为 我 国 科 技 发 展 重 中 之 

核糖 体 失 活 蛋白 Cribosome inactivating pro- 
teins, RIPs) 是 一 类 广泛 存在 于 植物 或 微生物 中 ， 
能 够 作用 于 真 核 或 原核 细胞 的 核糖 体 并 抑制 蛋白 质 
合成 的 天 然 毒 蛋白 。 根 据 肽 链 的 组 成 和 性 质 ，RIPs 
通常 分 为 两 类 : 工 型 为 单 链 ; [型 为 双 链 ， 由 一 条 
类 似 工 型 RIP 的 肽 链 和 一 条 具有 凝集 素 活 性 的 肽 链 
通过 二 硫 键 连接 形成 。RIPs 具有 引产 、 抗 真菌 、 抗 
病毒 和 抗 肿瘤 等 广泛 的 生物 学 和 药学 活性 。RIPs 已 
被 用 作 免 疫 毒素 的 弹头 ， 临 床上 治疗 恶性 肿瘤 
(Wang,2000; Aron et al, 1980; Lam et al, 2001; Lee- 
Huang et al, 1995; Schnell et al, 2003; Shih et al, 
2001; Ussery et al. 1977; Wang et al. 1998; Waurzyniak 
et al, 1997 ; Zheng et al, 1995 ).. RIPs fit HIV 活性 的 
发 现 进一步 拓宽 了 其 在 抗 病毒 领域 的 应 用 。 

迄今 已 发 现 近 30 种 具有 抗 HIV 活性 的 RIPs。 
RIPs 以 其 独特 的 抗 病毒 活性 代表 了 天 然 化 合 物 在 抗 
HIV 药物 研究 中 一 个 重要 的 发 展 方向 。 学 者 们 对 具 
有 抗 HIV 活性 的 RIPs 进行 了 较 系 统 的 研究 ， 在 探 
讨 抗 病毒 机 制 、 构 效 关 系 、 通 过 结构 修饰 和 改造 以 
降低 免疫 原 性 和 延长 血浆 半衰期 等 方面 取得 了 一 定 
的 成 果 ( Wang et al, 2002, 2003, 2004; Wang. 2005 )。 
从 20 世纪 90 年 代 初 期 开始 至 今 ， 在 国家 自然 科学 
基金 、 云 南 省 自然 科学 基金 和 中 国 科学 院 知 识 创新 
工程 等 多 项 基金 项 目 支 持 下 ， 我 们 在 寻找 新 的 具有 
pi HIV-1 活性 RIPs， 天 花粉 蛋白 〈tichosanthin ， 
TCS) 的 抗 HIV-1 活性 、 机 制 、 构 效 关系 和 应 用 等 
方面 也 做 了 较 系 统 的 研究 ， 发 表 了 一 系列 的 学 术 论 
文 。 本 文 将 结合 笔者 10 多 年 的 研究 结果 ， 对 RIPs 
的 抗 HIV-1 作用 、 机 制 、 构 效 关系 以 及 酶 活性 的 研 
究 进 行 较 全 面 的 综述 。 
1 RIPs 的 酶 活性 
1.1 RNA N - E EE is e 

RIPs 的 RNA N -糖苷 酶 活性 是 指 RIPs 识别 真 
核 生物 28S rRNA 或 原核 生物 235 rRNA 上 高 度 保 
守 的 sarin/ricin 结 构 域 ( S/R 结构 域 ) ,分 别 剪 切 
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4324 fill 2 619 A RIERIT XTT N-C WEE HRS S/R 结 
ARRAI REER, Ph 6 一 7 个 碱 基 
对 组 成 ， 环 则 由 14 个 高 度 保守 的 富 含 味 叭 的 核 背 
酸 组 成 ， 环 内 包含 相同 的 GAGA 序列 〈Wang， 
2000 )。 曹 麻 毒 蛋白 (ricin) A 链 能 水 解 由 35 个 碱 
基 组 成 的 、 与 S/R 结构 域 序 列 相 同 的 寡 核 糖 核 背 
M, WH S/R 结构 域 本 身 就 有 具备 了 能 被 ricin A 链 
专 一 识别 并 水 解 糖 芽 键 的 全 部 结构 信息 ( Endo et 
al, 1988); 但 RIPs 仍 存 在 着 底 物 的 特异 性 。 大 部 
4r L 728 RIPs 具有 较 广 的 底 物 特异 性 ; 而 开 型 RIPs 
则 选择 性 地 作用 于 动物 的 核糖 体 ， 如 PAP 能 作用 
于 植物 、 细 菌 、 酵 母 以 及 低 等 或 高 等 动物 的 核糖 
体 。ricin A 链 只 作用 于 哺乳 动物 与 酵母 的 核糖 体 ， 
却 不 能 使 植物 和 大 上 肠 杆菌 的 核糖 体 失 活 。 与 RIPs 
相 结 合 的 核糖 体 蛋 白 的 保守 性 可 能 与 RIPs 的 底 物 
特异 性 有 一 定 的 关系 。ricin A 链 能 够 结合 鼠 肝 核糖 
体 蛋白 L9 和 L10e; 而 PAP 则 能 与 酵母 核糖 体 蛋 白 
L3 结合 ，L3 在 不 同 来 源 的 核糖 体 中 是 高 度 保守 的 
( Wang, 2000). 
1.0 ZRBË: BS mE BE ERE BTE 

性 

RIPs 最 初 被 认为 只 作用 于 核糖 体 RNA。 近 年 
来 ， 人们 陆续 发 现 RIPs 除了 专 一 性 地 作用 于 核糖 
体 S/R 结构 域外 ， 一 些 RIPs ERER, Un 
DNA, tRNA, poly (A) S t5, A ii i IE P E JH 
( Peumans et al, 2001). XIF Saponaria officinalis 
的 [型 RIPs 的 Saporin-L1 也 能 够 使 多 种 核 苷 酸 底 
物 脱 去 腺 味 叭 ， 这 些 核 背 酸 底 物 包括 钾 精 DNA. 
tRNA, poly CA) 以 及 烟草 花 叶 病毒 (tobacco mosa- 
ic virus, TMV ) RNA ( Barbieri et al，1997 )。 除 了 
腺 味 叭 碱 基 外 ，RIPs 也 能 脱 去 真 核 生 物 和 原核 生物 
H.E EE EE. ricin A 处 理 鼠 核糖 体 导 致 G4323 从 
S/R 区 域 脱落 ( Endo et al, 1987), 重组 PAP 使 大 
肠 杆 菌 rRNA 失去 鸟 味 叭 (Rajamohan et al, 
1999a )， 而 Hudak et al ( 2000) 报道 野生 型 PAP 还 
能 够 使 兔 网 织 红 细胞 .烟草 以 及 酵母 核糖 体 脱 去 
4 323 位 的 G 碱 基 。 

另 据 报 道 ，RIPs 还 可 能 具有 DNA 酶 、RNA 
酶 、5-AMP 磷酸 酯 酶 、 核 酸 内 切 酶 活性 、 超 氧化 物 
歧化 酶 活性 等 ， 但 绝 大 部 分 这 些 酶 活性 的 检测 并 不 
能 排除 污染 的 可 能 ( Chen et al, 1996; Hu & Liu, 
1994; Wang,2000;Li et al, 1991 ). 
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2 具有 抗 HIV-1 活性 的 RIPs 


我 们 曾 对 57 种 来 源 于 7 科 17 种 高 等 植物 的 
RIPs 进行 抗 HIV-1 活性 初 筛 ， 发 现 不 同 来 源 的 本 楼 
蛋白 〈 trichobitacin )、 南 方 酉 楼 蛋白 峰 V 、 南 方 本 
楼 蛋白 峰 VY 均 显著 地 抑制 HIV-1 诱导 的 C8166 的 细 
胞 病变 ; 巴 卫 、 丝 瓜子 蛋白 、 丝 瓜子 蛋白 峰 下、 昔 
瓜子 小 分 子 蛋白 、 油 瓜 根 2、 潜 漆 子 蛋白 及 纯化 成 
分 有 一 定 的 抑制 作用 Csr 在 10 一 50 之 间 ); 从 某 些 
植物 中 提取 的 粗 提 物 (如 老鼠 拖 瓜 蛋白 、 大 叶 木 鳌 
子 根 蛋 白 、 西 双 版 纳 根 开 等 ) 有 显著 抑制 HIV-1 复 
制 的 作用 ， 但 进一步 纯化 分 离 的 成 分 却 丧 失 了 活 
性 ， 这 可 能 与 样品 纯化 后 溶解 度 差 、 反 复 提 纯 和 冷 
冻 干燥 后 活性 损失 有 关 ( Zheng, 1997; Zheng et al, 
1998, 1999, 2000 )。 在 昔 瓜 子 蛋 白 ( momorcharin , 
MMC) 中 ， 只 有 a-MMC 具有 抗 HIV-1 活性 ， 而 B- 
MMC 和 y-MMC 没有 发 现 有 抗 HIV-1 活性 ( Zheng 
et al, 1999), RIPs 对 慢性 HIV-1 感染 细胞 中 的 病 
毒 复 制 没有 影响 (Zheng et al，1999，2000 )。 以 上 
结果 表明 ， 并 非 具 有 核糖 体 失 活活 性 (ribosome in- 
activating activity, RI) 的 RIPs 就 一 定 有 抗 HIV-1 
作用 ， 必 然 有 其 他 抗 HIV-1 作用 的 机 制 参与 ，RIPs 
dit HIV-1 的 作用 靶 点 在 病毒 复制 的 早期 或 者 通过 感 
染 细胞 本 身 而 发 挥 抗 病毒 作用 。 

在 已 发 现 具 有 抗 HIV-1 的 RIPs 中 ， 除 上 述 提 
及 的 RIPs 外 ,还 包括 本 楼 根 抗 病毒 蛋白 TAP29、 
苦瓜 子 抗 病毒 蛋白 MAP30、 异 株 演 根 蛋 白 ( Bryo- 
din )、 美 洲 商 陆 抗 病毒 蛋白 PAP、 多 花白 树 抗 HIV 
蛋白 GAP31， 以 及 香 石竹 抗 HIV 蛋白 30 和 32。 此 
外 ， 还 有 从 藤 菇 Lyophyllum shimeji 孢子 体 中 提取 的 
Lyophyllin ( 20 kDa ) 和 LAP ( 14 kDa) AJ gk 
Hypsizigus marmoreus 和 Flammulina velutipes 孢子 体 
中 提取 的 Hypsin (20 kDa) 和 Velutin ( 13.8 kDa )、 
从 中 国产 人 参 Panax ginseng 根 中 分 离 到 的 Panaxa- 
gin、 从 西洋 参 Panax quinquefolium. 根 中 提取 的 
Quinqueginsin 等 ( Zheng & Ben, 1997; Wang et al, 
2004 )。 


3 RIPs 抗 HIV-1 的 机 制 研究 
3.1 RIPs 抗 HIV-1 活性 与 酶 活性 

多 数学 者 认为 RIPs $t HIV-1 活性 RI 活性， 即 
RNA-N 糖苷 酶 活性 有 关 。 为 了 确定 RI 活性 与 抗 
HIV-1 作用 之 间 的 关系 ， 我 们 通过 蛋白 工程 技术 构 








































































































建 了 具有 不 同 程度 RI 活性 的 一 系列 TCS 突变 体 ， 
研究 TCS 抗 HIV-1 作用 的 构 效 关系 。TCS 是 我 国 科 
学 家 20 世纪 70 年 代 发 现 的 至 今 为 数 不 多 的 原创 性 
药物 ， 在 我 国 临 床 中 曾 广泛 应 用 于 引产 (Wang, 
2000 )。TCS 也 是 第 一 个 被 发 现 具有 抗 HIV-1 作用 
的 RIPs ( McGrath et al，1989 )。 工 ZX 工期 临床 证 明 , 
TCS 对 AIDS 和 ARC ( AIDS-related complex ) 患者 
均 具有 明显 的 疗效 ， 如 血清 中 p24 抗原 水 平 降低 ， 
CD4+T 细胞 数量 增加 (Kahn et al，1994 )。TCS 抗 
HIV-1 作用 的 发 现 重新 引起 了 科学 界 对 RIPs 类 化 合 
物 的 关注 。 

我 们 检测 了 TCS 的 RI 活性 中 心 、 抗 原 决定 簇 、 
蛋白 C -末端 等 系列 突变 体 的 体外 抗 HIV-1 活性 ， 
其 结果 表明 ，TCS 的 抗 HIV-1 与 RI 活性 显著 相关 。 
TCS 抗 HIV-1 活性 与 RI 活性 呈现 平行 下 降 的 趋势 ， 
当 RI 活性 下 降 到 30.30% 一 50.00% ( TCSc;. 
TCScs 和 TCScws 等 C -末端 突变 体 ) Hf, pi HIV-1 15 
性 也 下 降 到 20.83% 一 71.43%; 当 RI 活性 下 降 到 
0.63% 时 (TCSr1wc， 活 性 中 心 突变 体 )， 仍 具有 一 
定 的 抗 HIV-1 活性 ; 但 当 RI 活性 下 降 到 0.0696 
(TCSEi60aE189A4， 活 性 中 心 突变 体 ) 时 ， 几 乎 失去 
抗 HIV-1 活性 ; RI 活性 失去 到 0.03 % 
(TCSy 120_-123)， 活 性 中 心 突变 体 ) 的 TCS， 则 完全 
丧失 了 其 抗 HIV-1 活性 。 然 而 ， 有 趣 的 是 ， 我 们 发 
现 了 两 个 例外 的 突变 体 : TCSios 和 TCSknrr。 构 建 
表达 这 两 个 突变 体 的 原意 是 为 了 增加 TCS 的 入 胞 效 
率 , 分别 在 TCS C 末端 增加 19 个 氨基 酸 尾 肽 和 
KDEL 信和 号 肽 。 与 天 然 TCS 相 比 ， 这 两 个 突变 体 RI 
活性 并 没有 表现 出 显著 性 下 降 ， 而 抗 HIV-1 活性 则 
显著 下 降 。 揭 示 出 TCS 的 抗 HIV-1 作用 存在 着 除 
RI 活性 之 外 的 其 他 机 制 (Wang et al, 2002, 2003, 
2004; Wang, 2005 )。 

PAP 的 抗 HIV-1 活性 则 可 能 与 其 利用 腺 苷 酶 活 
性 诱导 HIV-1 RNA WIREHNA XK, PAP 是 从 商 
陆 科 植物 美洲 商 陆 叶 中 分 离 纯化 的 单 链 RIPs (30 
kDa). PAP 具有 广 谱 抗 动物 和 植物 病毒 活性 ， 包 括 
TERSEK S3 SE ( poliovirus )、 单 纯 疱 疹 病 毒 〈her- 
pes simplex virus, HSV )、 流 感 病毒 (influenza 
virus )、 巨 细胞 病毒 ( cytomegalovirus, CMV ), TMV 
以 及 HIV-1. PAP 能 够 使 HIV-I RNA, TMV RNA 
脱 去 腺 味 叭 ， 而 没有 抗 HIV-1 活性 的 ricin A， 则 不 
能 使 HIV-1 脱 去 腺 味 吟 (Rajamohan et al，1999b )。 
进一步 研究 表明 ，PAP 能 够 通过 结合 转录 因子 
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elFiso4G 和 eIFAG 而 接近 病毒 的 RNA， 利 用 其 腺 苷 
酶 活性 诱导 病毒 RNA JUI? ( Wang et al, 2006 )。 
另 一 方面 ， 胞 质 中 游离 的 腺 味 叭 能 够 选择 性 诱导 
HIV-1 人 慢性 感染 细胞 的 凋 亡 ( Hirasawa et al, 
2000 )。 我 们 研究 也 发 现 ，TCS 也 能 以 剂量 依赖 效 
应 使 裸露 的 HIV-1 RNA Wi zz Je ER V7. ( Wang, 
2005). HIV-1 进入 细胞 后 以 自己 RNA 为 模板 合成 
双 链 DNA， 然 后 整合 到 宿主 细胞 染色 体 上 ， 最 后 
在 合适 条 件 下 ， 转 录 出 病毒 RNA 并 装配 成 新 的 病 
毒 颗粒 。 在 这 个 生活 周期 中 ， 其 核酸 有 整合 态 和 游 
离 态 (包括 ssRNA、RNA: DNA, dsDNA ) 两 种 形 
式 ， 其 中 是 否 存在 着 类 似 S/R 的 二 级 结构 或 其 他 能 















































作用 于 裸露 的 HIV-1 RNA， 使 其 脱 腺 味 哈 ， 其 抗 病 
毒 机 制 却 可 能 是 通过 诱导 感染 细胞 调 亡 而 起 间接 作 
用 。 

TCS 通过 受 体 相 关 和 蛋白 介 导 的 内 大 作用 进入 细 
胞 (Chan et al, 1999, 2002, 2003). 一 方面 TCS 
可 能 通过 不 同 的 因素 诱发 HIV-1 感染 细胞 的 凋 亡 : 
TCS 的 脱 味 叭 活性 或 其 他 酶 活性 直接 损伤 病毒 或 者 
病毒 感染 细胞 的 核酸 ， 造 成 脱 嘎 哈 ， 胞 质 内 味 叭 含 
量 的 增高 会 导致 线粒体 膜 电位 的 降低 、 细 胞 色素 C 
的 释放 、 活 性 氧 的 增加 从 而 诱导 细胞 凋 亡 ; 或 者 
TCS 选择 性 进入 感染 细胞 ， 抑 制 蛋白 的 合成 ， 从 而 
影响 了 抗 调 亡 因 子 的 表达 (如 Bel-2 家 族 抗 凋 亡 因 


























被 RIPs 所 识别 的 构象 值得 进一步 研究 。 然 而 并 不 
是 所 有 RIPs 都 有 抗 HIV-1 作用 ， 看 来 单纯 的 酶 活 
性 并 不 能 完全 解释 RIPs 的 抗 HIV-1 活性 (Zheng et 
al, 1998 )。 

3.2 RIPs 3i HIV-1 活性 与 感染 细胞 凋 亡 

从 体内 清除 HIV 慢性 感染 细胞 是 HIV/AIDS 治 
愈 的 关键 和 难题 。 目 前 的 临床 药物 治疗 不 能 清除 体 
内 病毒 ， 对 HIV 慢性 感染 细胞 没有 直接 的 作用 ， 
无 法 治愈 HIV/AIDS。 因 此 ， 和 寻找 选 择 性 诱导 体内 
HIV 慢性 感染 细胞 凋 亡 的 药物 可 能 是 治疗 HIV 感染 
的 最 终 解决 方法 。 

我 们 曾 从 直接 和 间接 作用 两 个 方面 对 TCS 的 抗 
HIV-1 机 制 进行 过 系统 地 研究 。 直 接 作 用 ， 是 指 
TCS 直接 作用 于 病毒 颗粒 (包括 生活 周期 ); 间接 
作用 ， 是 指 TCS 对 病毒 感染 宿主 细胞 的 作用 。 我 们 
的 实验 结果 表明 ，TCS 不 能 阻 断 gp120 和 CD4 的 相 
互 作用 ,不 能 抑制 gp41 的 融合 功能 ， 不 能 阻 断 
HIV-1 进入 宿主 细胞 ， 体 外 对 HIV-1 重组 的 道 转录 
酶 (RT) 活性 也 没有 抑制 作用 ， 对 HIV-1 病毒 粒 
子 的 直接 杀伤 作用 也 不 大 (可 能 是 病毒 包 膜 和 衣 壳 
对 病毒 核酸 具有 保护 作用 ) (Wang, 2005). 38 
HIE, M TCS 对 HIV-1 直接 作用 的 研究 结果 来 看 ， 
尚 不 能 很 好 地 解释 TCS 的 抗 病毒 活性 。 

在 间接 作用 方面 ， 我 们 发 现 TCS 能 够 显著 增强 
HIV-1 感染 细胞 的 凋 亡 。TCS (12.5 pg/mL ) 处 理 
细胞 36h， 流 式 细 胞 术 检 测 HIV-1 慢性 感染 Ho 细 
胞 的 凋 亡 率 为 24.5%， 正 常 H9 细胞 为 8.496. R 
处 理 的 对 照 组 ，HIV-1 感染 或 未 感染 细胞 则 只 表现 
出 本 底 的 凋 亡 (分别 为 2.8% 和 2.9%) (Wang et 
al, 2005 )。 间 接 作 用 似乎 能 较 好 地 解释 TCS 的 
HIV-1 的 机 制 。 从 另 一 个 视角 看 ， 虽 然 TCS 能 直接 







































































FT) 男 一 方面 ，TCS 则 可 能 由 于 HIV-1 感染 而 使 
细胞 增强 了 对 TCS 应 激 的 强度 ， 放 发 更 强烈 的 导致 
细胞 凋 亡 的 信号 转 导 ， 如 丝 裂 原 激活 的 蛋白 激酶 
( mitogen-activated protein kinases，MAPK ) 信号 转 
导 等 ( Wang et al, 2005; Ouyang et al, 2006 )。 人 研究 
TCS 有 选择 性 诱导 HIV 感染 细胞 的 凋 亡 的 作用 及 其 
机 制 ， 探 讨 细胞 凋 亡 在 TCS 治疗 HIV/AIDS 中 的 作 
用 很 有 必要 ， 将 为 TCS 治疗 HIVZAIDS 提供 理论 基 
fili o 
3.3 RIPs 诱导 的 MAPK 信号 转 导 途径 与 抗 HIV-1 

作用 

MAPK 信和 号 转 导 途径 是 细胞 信号 转 导 主要 通路 
之 一 ， 在 细胞 生长 、 分 化 和 细胞 凋 亡 中 起 着 重要 的 
作用 。 一些 RIPs， 如 ricin A、a-sarcin、onnamide 
Adh, Korean mistletoe lectin 中 ,以 及 shiga toxin 都 能 
激活 MAPK 途径 ( SAPK/JNK X Iordanov et al, 1997; 
Kim et al, 2000; Lee et al, 2005; Smith et al, 2003 )。 
RIPs 特异 性 地 作用 于 保守 的 S/R 环 并 激活 SAPK/ 
JNK 信 号 转 导 途径 ， 称 之 为 核糖 体 毒 性 胁迫 反应 
( ribotoxic stress response ) ( Ouyang et al, 2005 ). 
TCS 也 能 以 剂量 依赖 的 形式 激活 SAPK/JNK» JNK 
信和 号 途径 的 特异 性 抑制 剂 CEP-11004 则 能 持 抗 TCS 
对 HIV-1 在 靶 细 胞 中 复制 的 抑制 作用 。CEP-11004 
并 不 是 通过 覆盖 TCS 的 酶 活性 中 心 而 起 到 阻 断 作用 
的 ， 因 为 CEP-11004 并 不 能 降低 高 浓度 TCS 的 细胞 
毒性 ，MAPK 信号 转 导 途径 与 TCS 的 抗 HIV-1 活性 
TH2& (Ouyang et al, 2006 )。 我 们 的 结果 还 表明 ， 
TCS 也 有 抗 HSV-1 作用 ， 而 且 与 干扰 素 -a2a ( IFN- 
a2a) I ZG X5 S5 1f (acyclovir, ACV ) 有 协同 抗 
HSV-1 EHI (Zheng et al, 2002). TCS fit HSV-1 活 
性 可 能 通过 抑制 感染 细胞 的 p38 MAPK 活性 和 bel-2 
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表达 ， 最 终 导 致 病毒 感染 细胞 凋 亡 而 起 作用 
( Huang et al，2006 )。 以 上 结果 表明 ，MAPK 家 族 
应 该 在 TCS 抗 病毒 机 制 中 起 了 一 定 的 作用 。 

另外 ，TCS 能 与 化 学 因子 受 体 CCR5、CXCR4， 
以 及 CCRI. CCR2B. CCR3 和 CCR4 协同 作用 ， 增 
强 了 RANTES ( regulated upon activation, normal T 
cell expression and secreted ) 和 SDF ( stromal cell de- 
rived factor ) -la 在 淋巴 细胞 和 单 核 细 胞 〈Jurkat， 
PBMC 和 THP-1 ) 中 刺激 的 化 学 趋向 性 和 百日咳 毒 
素 敏 感 的 G 蛋白 的 激活 ， 并 且 此 激活 作用 不 依赖 于 
TCS 的 RI 活性 (Zhao et al, 1999 )。CCR5 和 CX- 
CR4 是 HIV-1 感染 细胞 的 辅助 受 体 ，TCS 作用 于 其 
后 引起 G 重 白 激活 一 系列 的 后 继 反 应 与 TCS 抗 HIV 
活性 的 关系 值得 研究 。 
3.4 RIPs 对 HIV-1 整合 酶 的 抑制 

植物 来 源 的 多 种 RIPs 包括 agrostin、 
luffin、saporin、a-MMC、B-MMC 和 TCS 等 即使 在 
很 高 浓度 下 ， 并 不 能 有 效 地 抑制 HIV-1 的 RT、 水 
解 酶 活性 以 及 CD4/gp120 的 相互 作用 。 上 述 RIPs 
除了 agrostin 外 ， 在 5 umol/L 浓度 下 ， 对 整合 酶 有 
26% 一 96% 的 抑制 作用 ， 其 中 活性 最 好 的 是 luffin 
与 saporin, 其 抑制 活性 大 于 90%, rm ECso 分 别 是 
0.53 pmol/L 和 0.25 pmol/L; gelonin、B-MMC 和 
TCS 对 整合 酶 的 抑制 率 为 50% — 68%; 而 a-MMC 
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对 整合 酶 的 抑制 活性 最 低 ， 只 有 26% 。 进 一 步 研 
究 表 明 ，luffin 与 saporin 能 有 效 地 抑制 HIV-1 3' - 


端的 加 工 与 链 的 转移 等 整合 酶 活性 (Au et al, 
2000). Lee-Huang et al ( 1995 ) 也 证 明 MAP30 和 
GAP31 能 够 抑制 HIV-1 3' - 端的 加 工 、 链 转移 以 及 
去 整合 等 整合 酶 活性 。 
3.5 RIPs 与 氧 自由 基 的 产生 

活性 氧 (reactive oxygen species, ROS ) 是 指 具 
有 和 氧化 活性 的 以 氧 原子 为 中 心 的 分 子 或 自由 基 ， 如 
057. H505 和 :OH。 细 胞 代谢 或 受 化 学 物质 的 刺 
激 都 会 产生 ROS. ROS 涉及 肿瘤 的 发 生 、 豪 老 ， 以 
及 包括 Alzheimer's 和 Parkinson's 等 的 发 病 机 制 。 男 
外 ， 在 正常 生理 活性 方面 ，ROS 还 可 以 作为 酶 激活 
细胞 生长 、 分 化 和 调 亡 的 第 二 信使 。 研 究 发 现 ， 
TCS 能 够 以 剂量 和 时 间 依 赖 性 诱导 JAR 细胞 产生 
ROS, 包括 O;-'. H20, 和 .OH。TCS 诱导 ROS 的 
产生 需要 , 但 又 并 不 完全 依赖 细胞 内 外 的 Ca2+ ， 
因为 清除 细胞 内 外 的 Ca?+ 后 ，TCS 仍 能 诱导 JAR 
细胞 产生 一 定 的 ROS， 除 Cat 信号 转 导 外 ， 其 他 
机 制 ， 如 TCS 与 细胞 受 体 的 相互 作用 可 能 对 ROS 
的 产生 也 起 到 一 定 作 用 (Zhang et al，2001 )。TCS 
诱导 产生 的 ROS 是 否 与 TCS 选择 性 诱导 感染 细胞 
的 凋 亡 有 关 也 值得 进一步 研究 。 

尽管 对 RIPs 的 抗 HV-1 机 制 已 经 进 
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泛 的 研究 ， 但 其 确切 的 机 制 仍 不 十 分 清楚 ， 而 根据 
目前 研究 的 结果 表明 ，RIPs 抗 HIV-1 的 作用 是 多 
靶 点 的 (图 1) (Wang, 2005): (1) RIPs 选择 性 
进入 或 作用 于 病毒 感染 的 细胞 ， 破 坏 细 胞 蛋白 质 的 
合成 或 引起 相应 的 细胞 信号 转 导 ， 抑 制 病毒 的 复制 











和 感染 ,或 诱导 感染 细胞 的 凋 亡 ; (2) RPs 作用 
于 病毒 生活 周期 的 某 一 环节 ， 或 者 通过 其 酶 活性 ， 


直接 破坏 病毒 核酸 。 不 同 来 源 的 RIPs 由 于 性 质 以 
及 结构 的 差异 ， 可 能 除了 一 定 的 共同 机 制 外 ， 还 可 
能 具有 自己 独特 的 抗 病毒 方式 。 另 外 ，RIPs 对 机 
体 的 免疫 调节 作用 可 能 对 抑制 病毒 在 体内 的 复制 有 
一 定 的 积极 作用 。 


4 RIPs 的 结构 改造 和 修饰 


在 RIPs $t HIV-1 作用 研究 方面 ， 研 究 最 透彻 
的 应 该 是 TCS， 但 是 作为 一 种 外 源 性 的 植物 蛋白 ， 
TCS 是 一 种 很 强 的 免疫 原 ， 在 体内 易 导 致 特异 抗体 
的 产生 ， 且 能 引起 中 度 的 神经 毒 副作用 和 变态 反 
应 。TCS 的 毒 副作用 限制 了 它 在 临床 上 的 进一步 应 
HH. 5 5h. TCS 血浆 的 半衰期 很 短 ， 大 概 只 有 
8.4—12.7 min， 其 分 子 量 为 27 kDa, BET Dp Pr 
小 球 过 滤 ( Byers et al,1990,1994; Kahn et al, 1994 )。 
如 果 能 通过 改造 或 修饰 ， 在 保留 RIPs Bt HIV 活性 
的 同时 ， 降 低 其 神经 毒 副作用 及 所 引起 的 变态 反 
应 ,延长 血浆 半衰期 ，RIPs 将 会 是 颇 有 前 景 的 治 
JF HIV/AIDS 药物 ( Zheng & Ben, 1992). 为 此 ， 
学 界 进 行 了 多 种 尝试 。 

TCS 是 由 247 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 和 蛋白质， 不 
含 Cys 残 基 。 通 过 计算 机 模拟 ， 基 于 TCS 以 及 TCS 
与 底 物 结合 复合 物 唱 体 结 构 的 玻 水 性 结构 、 链 的 柔 
性 、 表 面 的 暴露 、 环 - 转角， 以 及 氨基 酸 侧 链 的 相 
互 作用 ， 三 个 位 点 Ser-7、Lys-173 和 Gln-219, 4X 
确定 为 TCS 的 抗原 性 位 点 (Chan et al，2000 )。 Cai 
et al ( 2002 ) 利用 哈 菌 体 展示 技术 证 实 了 kK173 确 
是 TCS 其 中 的 一 个 抗原 决定 复位 点 。 我 们 利用 蛋 
白 定点 突变 技术 ,把 Ser-7、Lys-173 和 Gln-219 R 
变 成 Cys, 分别 构 建 S7C、K173C 和 Q219C 突变 
体 ， 然 后 在 新 引入 的 Cys 上 1:1 偶 联 PEG20K 分 
F, 成 功 构 建 了 PEG>ok-Q219C、PEG2ok-K173C 和 
PEG2ok-S7C 三 个 PEG 化 突变 体 。 与 TCS 4H H, 
S7、K173 和 Q219 显示 了 较 低 的 对 C8166 细胞 的 
毒性 ( Wang et al, 2004); PEG 分 子 偶 联 后 ， 人 免疫 
原 性 和 IgE 滴 度 显著 下 降 ， 可 能 原因 是 PEG 分 子 
















































































窗 盖 了 TCS 的 抗原 性 位 点 ， 阻 止 了 宿主 的 识别 ; 
药物 动力 学 显示 ，PEG 偶 联 突变 体 血浆 半衰期 延 
长 17 一 22 倍 ; 而 在 活性 方面 ，S7C、Q219C、 
K173C 和 PEG2>ok-K173C 流产 活性 与 TCS 相当， 而 
PEGzok-S7C 和 PEGzok-Q219C 致 小 鼠 流产 活性 则 增 
加 了 3 倍 (He et al, 1999a, b); 但 S7、K173 和 
Q219 体外 抗 HIV-1 活性 下 降 为 18.1296—66.6796 , 
而 PEG>ok 分 子 的 偶 联 导致 抗 HIV-1 活性 进一步 下 
降 (降低 为 0.33% 一 5% )。 抗 原 决定 簇 突变 引起 
活性 下 降 的 原因 可 能 的 解释 为 : S7、K173 和 Q219 
位 于 蛋白 表面 ， 可 能 与 细胞 相关 受 体 ， 如 低 密 度 脂 
蛋白 受 体 相关 和 蛋白 (low density lipoprotein - receptor 
relative protein ) 的 相互 作用 有 关 。 氨 基 酸 的 突变 体 
影响 TCS 与 受 体 的 相互 作用 ， 进 而 影响 到 入 胞 效 
率 ， 导 致 抗 HIV-1 活性 的 下 降 。 但 这 些 氨基 酸 的 突 
变 不 会 影响 体外 RI 活性 ,我 们 实验 结果 也 证 实 
S7C、K173C 和 Q219C 具有 与 TCS 相同 的 RI 活性 。 
而 PEG20K 偶 联 后 ， 一 方面 较 大 的 PEG 27 T HE 
xf RI 活性 中 心 位 点 ,不 能 发 挥 其 酶 活性 ， 这 些 
PEG 化 的 突变 体 RI 活性 也 显示 出 平行 下 降 ; 另 一 
方面 ， 较 大 的 PEG-TCS 突变 体 偶 联 物 影 响 了 TCS 
进入 细胞 。PEG20K-K173C 在 JAR 细胞 入 胞 效率 明 
显 小 于 TCS ( Wang et al, 2004 )。 
另外 ， 大 分 子 物 质 ， 如 Dextan， 也 被 用 来 偶 
联 到 TCS 分 子 上 ， 以 增加 血浆 半衰期 和 降低 免疫 
原 性 。Dextran T-40 偶 联 的 K173C-TCS， 在 豚鼠 中 
急性 超 敏 反 应 显著 下 降 ， 血 浆 半 豪 期 由 原来 的 平均 
10 min 延长 到 平均 275 min, KAIK 28 fii, fH. 
Dextran T-40-K173C-TCS 复合 物 只 保留 了 一 半 的 流 
产 活性 ( Chan et al, 1999 )。 

2005 年 1 月 ， 国 家 药品 和 食品 监督 管理 局 
( SFDA ) 颁发 了 一 种 TCS 突变 体 的 抗 HIV-1 临床 研 
究 批 文 (北京 翔 天 牧 生物 科技 有 限 公 司 和 中 科 院 上 
海 生 科 院 ， 批 件 号 : 2005L00148 )， 目 前 正在 进行 
开 期 临床 武 验 。 另 外 ， 安 徽 安 科 生物 工程 股份 有 限 
公司 研制 的 一 种 PEG 偶 联 TCS 也 完成 了 临床 前 人 研 
R, 有望 获得 SFDA 的 抗 HIV-1 药物 临床 研究 批 
Da 






























































































































































5 th ii 


抗 HIV 的 化 学 合成 药物 具有 毒 副 作用 ， 依 从 
性 差 ， 无 法 根除 体内 的 病毒 ， 易 诱导 耐 药 株 ， 且 价 
格 昂贵 。 从 传统 药物 和 天 然 化 合 物 中 寻找 新 的 抗 
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HIV/AIDS 药物 或 先导 化 合 物 ， 是 当前 国内 外 新 药 
研制 中 非常 活跃 的 重要 领域 之 一 。RIPs 因 其 独特 
的 抗 HIV 活性 代表 了 天 然 产物 抗 HIV/AIDS 的 一 个 
重要 发 展 方向 。 对 RIPs 抗 病毒 机 制 、 构 效 关 系 和 
修饰 的 研究 ， 将 对 RIP 类 药物 的 理论 研究 和 临床 应 
用 具有 指导 意义 。 我 国 在 RIPs 的 基础 和 应 用 研究 
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